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摘   要：【目的】在原核生物基因表达过程中，由于转录本 mRNA 半衰期较短，其抗降解能力

和招募核糖体启动翻译反应的能力对基因表达的影响显著。然而 mRNA 在其 5′端存在多个功能区

域，可以影响其半衰期的长短进而影响目的基因的表达，其中主要包括：Shine-Dalgarno (SD)序
列以及其上下游的核糖体“等候”位点(translational standby site, TSS)、N 端部分编码序列(N-terminal 
coding sequence, NCS)。各区域由于其自身和跨区域的结构差异会影响基因表达，因此解析各功能

区域的构效关系至关重要。【方法】采用引物延伸测序(SHAPE-seq)技术，以大肠杆菌为宿主解

析了 7 种结构不同的 5′mRNA 胞内的结构特点，采集了其调控下 mRNA 丰度以及蛋白表达量。【结

果】发现非结构化的 NCS 调控下 mRNA 丰度和蛋白量分别提高了 10 倍、19 倍；形成二级结构

茎长为 10 nt 的 TSS 有利于提高 mRNA 丰度；SD 序列被包裹形成二级结构时会影响其介导的翻

译起始效率(蛋白表达下降 10%)；上述较优的 TSS 和 NCS 的组合调控下，mRNA 丰度和蛋白量

显著提高(11 倍、60 倍)。【结论】本研究解析了 5′mRNA 各区域有利于原核生物基因表达的结构

特征，初步建立了各功能区域的构效关系，为工业微生物目标基因表达提供了新型调控元件。 
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Abstract: [Objective] Due to the short half-life of mRNA transcript, their anti-degradation 
ability and ability to recruit ribosomes to initiate translation have significant effects on the gene 
expression in prokaryotes. However, the multiple functional regions in the 5′ end, of mRNA 
can affect the half-life and thus the expression of target genes, including the Shine-Dalgarno 
(SD) sequence and its upstream and downstream translational standby sites (TSSs) and the 
N-terminal coding sequence (NCS). The own and cross-regional structural differences will 
affect gene expression. Therefore, it is important to analyze the structure-activity relationship 
of each functional region. [Methods] We employed primer extension sequencing (SHAPE-seq) 
to analyze the structural characteristics of seven different 5′mRNAs in Escherichia coli and 
collected the mRNA abundance and protein level information under their regulation. [Results] 
Under the regulation of unstructured NCS, the mRNA abundance and protein level were 
increased by10 and 19 times, respectively. The formation of secondary structure TSS with a 
stem length of 10 nt increased the mRNA abundance. When the SD sequence was wrapped to 
form a secondary structure, the efficiency of translation initiation mediated by the SD sequence 
was affected (protein level downregulation by 10%). The combination of TSS and NCS 
significantly increased the mRNA abundance and protein level by 11 and 60 folds, respectively. 
[Conclusion] We characterized the structure of each region of 5′mRNA conducive to 
prokaryotic gene expression and revealed the structure-activity relationship of each functional 
region, providing a new regulatory element for target gene expression in industrial microorganisms. 
Keywords: translational standby site; N-terminal coding sequence; SD sequence; SHAPE-seq; 
structure-activity relationship 
 
 

原核生物的基因表达过程由于转录和翻译

在空间和时间上是同步发生的，因此目的基因的

表达必须在 mRNA 降解前完成[1-2]。然而原核生

物体内存在多类型的核酸降解酶[3]，导致 mRNA
降解严重，大多数 mRNA 的半衰期约为 2−4 min[4]，

因此在短时间内高效地招募核糖体启动翻译反
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应，并且提高 mRNA 抵抗水解的能力，对基因

表达至关重要。 
据 报 道 mRNA 5′ 端 至 起 始 密 码 子 后

100−200 nt 的序列对翻译反应和 mRNA 抗降解

能力具有重要的影响[5-6]。这一区域可以划分为 
3 种：(1) 核糖体等候区(translational standby site, 
TSS)[7]；(2) 以 Shine-Dalgarno (SD)序列为核心

的负责招募核糖体启动翻译反应的区域[8]；(3) 
位于起始密码子后的长度约为 50 nt 的 N 端编码

序列(N-terminal coding sequence, NCS)[9-10]。其中

TSS 位于 mRNA 上游，是核酸降解酶 E (RNase 
E)的主要靶向区域，该区域恰当的二级结构会

显著提高 mRNA 半衰期，但同时可能对容留核

糖体产生负面影响[3,11-12]；SD 序列负责招募核

糖体[13-14]，它与核糖体的匹配度以及是否被二

级结构包裹，都会直接影响与核糖体结合的速

度，进而影响翻译反应效率；而 NCS 由于物理

空间上与 TSS 和 SD 区域接近，其序列和是否

存在二级结构都会影响上述两个区域的生理功

能，影响翻译复合物的延 mRNA 的滑动，进而

影响基因表达[5,15]。上述各功能区域的调控效果

都会受到其本身结构的影响，但 mRNA 在胞内

的结构因其单链化学结构而变得非常复杂[16]，

难以精准进行表征其在胞内的结构，这也是

mRNA 水平的基因表达调控机制复杂的重要原

因，目前大多研究通过自由能计算来预测 mRNA
二级结构，准确度较低[17-18]。这对解析 mRNA
各功能区域的构效关系造成了严重障碍。 

针对这一问题，本研究采用引物延伸的选择

性 2′- 羟 基酰 化 分析法 (selective 2′-hydroxyl 
acylation analyzed by primer extension 
sequencing, SHAPE-seq)技术[19]，表征 mRNA 5′
端各功能区域在大肠杆菌细胞内的结构。其原理

是针对 mRNA 序列中未发生碱基互补配对的区

域 (单链区 )添加化学修饰，这一修饰会造成

mRNA 在进行逆转录时被迫终止，进而形成一

个截断的 cDNA 文库。对 mRNA 的逆转录产物

(cDNA 文库 )进行高通量测序 (high-throughput 
sequencing, HTS)，分析文库多态性、计算 RNA
的反应谱，可以得到各碱基的修饰概率(反应

性)，即各位点的未配对的概率[20]。本研究通过

在大肠杆菌细胞内解析典型的 mRNA 5′端区域

结构特征，并对比通过传统自由能计算预测的

mRNA 二级结构，结合蛋白表达量、转录本丰

度的定量分析，建立 mRNA 5′端区域的构效关

系，以提高翻译效率和 mRNA 丰度为目标，明

确了对基因表达影响显著的各区域的设计参数，

为原核生物调控基因表达提供了高性能的元件，

也为 mRNA 5′端区域的人工设计提供了重要依

据。同时本研究建立的跨区域结构表征-调控表

型分析的研究思路也为相关构效关系的研究提

供了可借鉴的方法。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

本研究所用菌株和质粒见表 1。 
1.1.2  引物 

本研究所用引物名称及序列见表 2，引物均

由苏州金唯智生物科技有限公司合成。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

LB 培养基组分均购自国药集团化学试剂有

限公司；Bsa I 快切酶购自 NEB 公司；cDNA 合

成试剂盒购自赛默飞世尔科技公司；1-甲基-7-
硝基靛红酸酐 (1-methyl-7-nitroisatin anhydride, 
1M7)购自 MCE 公司；RNA 提取试剂盒、Power 
qPCR premix (SYBR Green I)试剂盒、一步法

RT-PCR 扩增试剂盒均购自生工生物工程(上海)
股份有限公司；NanoDrop 超微量核酸蛋白测定

仪购自 ThermoFisher Scientific 公司。 
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表 1  本研究所用的菌株质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Strains and plasmids Characteristics Sources 
Strains 
Escherichia coli JM109 

recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17(rk−mk+), e14− (mcrA−), supE44, relA1, 
Δ(lac-proAB)/F′[traD36, proAB+, lacIq, lacZΔM15] 

Lab stock 

Plasmids   
pDXW-13 It carries a tac promoter and the reporter gene is egfp Lab stock 
pDXW-13-Bsa I Two reverse complementary Bsa I restriction sites were inserted before the 

reporter gene egfp 
This study 

6A-NCSSH The NCS carrying tac promoter is inserted after RBS to form the secondary 
structure 

This study 

6A-NCS Carries tac promoters, an NCS is inserted after an RBS of 6 nt conservatism This study 
S10L4 With tac promoter, egfp is preinserted into a secondary structure with a stem 

length of 10 nt 
This study 

S10L10 With tac promoter, egfp is preinserted into a secondary structure with a loop 
length of 10 nt 

This study 

S18L4 With tac promoter, egfp is preinserted into a secondary structure with a stem 
length of 18 nt 

This study 

S10L10-6-NCS S10L10 is the skeleton, with NCS inserted before egfp This study 
S10L4-6-NCS S10L4 is the skeleton, with NCS inserted before egfp This study 

 

表 2  本研究所用的引物 
Table 2  The primers used in this study 
Primers name Primer sequences (5′→3′) 
Bsa I-F ACAATTCGTAAGAGACCGCTTTCCAGATCTGTAACTTGTGGTCTCGG 
Bsa I-R AAAGCGGTCTCTTACGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACATTATACG 
SH10-F CGTATTTAACCAGTAGATCATCCAATCTACTGGTGC 
SH10-R GTTTGCACCAGTAGATTGGATGATCTACTGGTTAAA 
SH18-F CGTATTTCCCAACACGGAATACCTACATCCCGGTAGGTATTCCGTGTTGGCT 
SH18-R GTTTAGCCAACACGGAATACCTACCGGGATGTAGGTATTCCGTGTTGGGAAA 
L10-F CGTATTCTAGTAGATCGCCTTCCCCCAAGCGATCTACTCT 
L10-R GTTTAGAGTAGATCGCTTGGGGGAAGGCGATCTACTAGAA 
6A-F AAACCAAGGAGCACACACACATG 
6A-R TCACCATGTGTGTGTGCTCCTTG 
N39-F TGAAAACACAAACCTCAACAAACACCACACACGAATTC 
N39-R TCACGAATTCGTGTGTGGTGTTTGTTGAGGTTTGTGTT 
16S RNA-F CCTACGGGAGGCAGCAG 
16S RNA-R ATTACCGCGGCTGCTGG 
QGFP-F GTGGTGCCCATCCTGGTC 
QGFP-R CTTCATGTGGTCGGGGTAGC 
SHAPE-RT 5′-biotin GAACAGCTCCTCGCCCTT 
SHAPE-F GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTC 
1M7 CTTTCCCACACGACGCTCTTCCGATCTRRRYGAACAGCTCCTCGCCCT*T*G*C*T*C*A 
DMSO CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTYYYRGAACAGCTCCTCGCCCT*T*G*C*T*C*A 
PET AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 
ssDNA AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC 
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1.2  结构不同的 5′mRNA 重组质粒构建 
为了构建含有结构不同的 5′mRNA 的重组

质粒，使用 Golden Gate 无缝组装[21]的方式进行

连接，以 pDXW-13 为模板，使用引物 Bsa I-F 
(ACAATTCGTAAGAGACCGCTTTCCAGATCT
GTAACTTGTGGTCTCGG)和 Bsa I-R (AAAGC 
GGTCTCTTACGAATTGTTATCCGCTCACAAT
TCCACACATTATACG)在绿色荧光蛋白(enhanced 

green fluorescent protein, EGFP)前添加 Bsa I 识

别位点，所有人工合成的各功能区序列正向引物

的黏性末端设计为 CGTA，反向引物的黏性末端

设计为 TCAC。将所有功能区的正、反单链引物

均稀释至 20 μmol/L，各取 10 μL 混匀置于 PCR

仪中退火形成双链 DNA。PCR 反应条件：95℃   

5 min；每 8 s 下降 0.1 ℃，700 个循环降至 25 ℃。

双链 DNA 5′端使用 T4 PNK 酶进行磷酸化并与

载体进行连接，将连接产物转入大肠杆菌

(JM109)，对转化子进行测序验证。 

1.3  基于SHAPE-seq解析mRNA二级结构 
1.3.1  第一链 cDNA 合成 

将待测定胞内结构的重组菌株挑取单菌落

至 10 mL LB 培养基中培养，以 2%的接种量分

别转接到装有 3 mL LB 培养基中，添加浓度为

0.2 mol/L 的 IPTG 进行诱导，然后向培养基中分

别添加 22.5 μL 1M7 或 DMSO，于 37 ℃、220 r/min

培养 3 min，然后进行 RNA 提取，将提取的 RNA

溶于 10 μL RNase-free ddH2O 中，向 RNA 中加

入 3 μL 0.5 μmol/L 的 SHAPE-RT 逆转录引物，

95 ℃加热 5 min，加入逆转录酶用于合成第一链

cDNA，向 cDNA 中加入 1 μL NaOH (10 mol/L)置

于 95 ℃反应 5 min，向每管 cDNA 中加入 5 μL

盐酸(3 mol/L)用以中和 NaOH。向每管 cDNA 中

加入 78 μL 预冷的无水乙醇进行洗涤 cDNA，离

心后将乙醇吸出，加入 500 μL 70%的预冷乙醇进

行重悬后吸出，加入 22.5 μL RNase-free ddH2O 用

于重悬 cDNA。 
1.3.2  将 ssDNA 与第一链 cDNA 进行连接 

为了明确 cDNA 3′端的序列便于后续进行

测序，采用环连接酶将 ssDNA 连接，并在 60 ℃

反应 2 h。连接完成后，向 cDNA 中加入 70 μL 

RNase-free H2O、10 μL乙酸钠(3 mol/L)以及 1 μL

糖原(20 mg/mL)用于 cDNA 的可视化，最后加入

300 μL 预冷的 100%乙醇，混合后，进行洗涤，

于 12 000 r/min 离心 10 min 后将乙醇吸出，加入

20 μL RNase-free H2O 和 36 μL AMPure XP 

Beads 磁珠用于纯化 cDNA，纯化步骤按照说明

书进行。纯化完成后，将 cDNA 溶于 20 μL TE

缓冲液中。 
1.3.3  构建双链 DNA 文库 

以 cDNA 为模板，通过使用引物 1M7/DMSO、

SHAPE-F 以及 PET 对 cDNA 进行扩增，其中

1M7/DMSO 引物的作用是用于在合成的 DNA

中添加特定的识别序列，便于后续对序列进行区

分，而 PET 的作用是用于将 cDNA 长度增加，

便于后续满足测序要求。将获得的双链 DNA 送至

武汉希望组生物科技有限公司进行扩增子测序。 
1.3.4  5′mRNA 各区域碱基反应性计算 

对测序得到的不同结构的 5′mRNA 的序列

文件(FASTQ 文件)，首先使用生物信息学中常用

的去除引物序列的工具(cutadapt[22]软件)，去除实

验过程中添加的引物序列(1M7/DMSO)，指令为：

cutadapt-j20-a-A-o-p；cutadapt-j20-g-G-o-p，然后

使用序列统计工具(seqkit[23]软件)对每条序列进

行读数统计，指令为：seqkit stats。接下来使用

SHAPE-seq 实验流程中的核苷酸反应性计算工

具(spats[20]软件)来计算每个核苷酸被修饰的概

率，指令为：spats targets.fa RRRY YYYR 1.fastq 

2.fastq，其中 targets.fa 为目标 RNA 的序列，
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1.fastq 和 2.fastq 为去掉引物序列后的测序数据。

对得到的每一个核苷酸的修饰概率 θ，根据公式

(1)和公式(2)进行归一化计算每个核苷酸被化学

试剂(1M7)修饰的概率 ρi。 

1

L

i
i

n θ
=

=                                   (1) 

i
i

L
n

θρ = ⋅                                 (2) 

式中：θi 为 spats 输出的每个碱基修饰的反应性，

L 为目标 mRNA 去除接头后的序列长度。根据

计 算 得 到 的 ρi 使 用 RNA 结 构 模 拟 工 具

(RNAstructure[24])来模拟每种 5′mRNA 在胞内的

结构。 

1.4  荧光强度分析 
取 7 种结构不同的 5′mRNA 的大肠杆菌菌

液各 1 h，12 000 r/min 离心 1 min 后，弃上清液，

加入 1 mL PBS 洗涤 2 次，取 100 μL 菌液添加

至酶标板中以检测其 OD600 值和荧光强度。GFP
检测的激发波长为 488 nm，发射波长为 517 nm。

按照公式(3)计算相对荧光强度。 

485,525 485,525 blank

600

OD OD
OD
−

=对荧 强相 光 度        (3) 

1.5  qRT-PCR 检测 mRNA 丰度 
取 7 种结构不同的 5′mRNA 的大肠杆菌菌

液各 1 h，然后按照 2%的接种量转接至 2 mL 的

LB 培养基中(添加 1%的抗生素)，于 37 ℃、   
220 r/min 培养 1 h 后添加 0.5 mmol/L IPTG 进行

诱导，继续培养 2 h。取 1 mL 菌液进行 RNA 提

取。对提取的 RNA 进行逆转录。将得到的 cDNA
使用引物 QGFP-F/R 以及 16S RNA-F/R 两对引

物检测 egfp 基因的 mRNA 水平。 

2  结果与分析 
2.1  包含多功能区 5′mRNA 设计以及

SHAPE-seq 测序数据质量评估 
5′mRNA 对基因表达具有显著影响，而这一

功能是由其 5′mRNA 结构所决定的。因此，通

过解析 mRNA 的构效关系并理性改造其自身结

构，可以有效地实现基因表达的人工调控。为探

究各区域结构对基因表达的影响，根据已报道的

原核 5′mRNA 序列特点，结合 NUPACK[25]设计

了 7 种典型的结构不同的 5′mRNA，具体设计以

及 预 测 结 构 如 图 1A 所 示 。 本 研 究 利 用

SHAPE-seq 重点解析人工设计的包含 TSS、SD

序列和 NCS 区域的 5′mRNA 在胞内的结构。如

图 1B 所示，SHAPE-seq 利用 1-甲基-7-硝基靛红

酸酐(1-methyl-7-nitroisatin anhydride, 1M7)特异

性地与未发生碱基互补配对的碱基结合，导致逆

转录时产生一个截断的 cDNA 文库。通过高通

量测序读取逆转录得到的 cDNA 文库，统计每

个碱基与化学探针的“反应性”，可以获得核苷

酸未配对的概率。其中，连续多个高反应性的

核苷酸则表示该区域处于单链状态的可能性越

大。相反，若连续多个碱基的反应性较低，则

该区域的碱基发生碱基互补配对，形成二级结

构的概率越高。 

在得到 cDNA 文库之后，通过两轮 PCR 的

方法在 cDNA 3′端添加接头(图 1C)，同时进行两

轮扩增增加 cDNA 文库的长度。对 1M7 处理组

的 cDNA 文库进行高通量测序的结果进行初步

统计，以同 mRNA 未经 1M7 处理的样品(DMSO

组)为对照，评估测序数据质量(图 1D)。结果发

现，各组测序数据中，90%的测序数据都符合 Q 

30 的标准，读数最少为 1 696 131 条，并且片段

长度存在显著差异，实验组(1M7 组)较对照组

(DMSO 组)的片段平均长度短 7−9 nt。整体质量

表明文库符合数据质量要求，获得了具有高度多

态性的 cDNA 文库，且 1M7 有效插入了 mRNA，

截短了 cDNA 片段，满足后续分析各碱基的反

应性需求。 
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图 1  包含 3 个功能区域的 5′mRNA 结构和序列特征以及对这些结构进行 SHAPE-seq 分析流程 
Figure 1  Structure and sequence characteristics of 5′mRNA containing three functional regions and 
SHAPE-seq analysis of these structures. A: Specific structural features of 7 typical 5′mRNA. B: Complete 
schematic diagram of the SHAPE-seq process. C: Procedure for constructing cDNA library through primer 
extension. D: Reads of 5′mRNA screened that are suitable for subsequent analysis. 
 
2.2  非结构化的 NCS 有利于目的基因表达 

为了研究 N 端编码序列(NCS)结构对目的

基因表达的影响，固定了 TSS 序列和 SD 序列，

设计了 2 种结构不同的 NCS，2 种 NCS 根据结

构 预 测 存 在 一 定 差 异 ， 具 体 如 下 ： (1) 
6A-NCSSH，NCS 区域形成茎长为 8 nt、环为 6 nt
的二级结构并且其余区域处于单链状态，自由能

为−22.90 kcal/mol；(2) 6A-NCS，NCS 区域完全

处于单链状态，未发生碱基互补配对，自由能为

−13.40 kcal/mol。 
按照公式(1)和公式(2)将 SHAPE-seq 的 θi

值转换成每一个核苷酸的反应性 ρi 值。结果如

图 2 所示，6A-NCS 整体的核苷酸反应性明显高

于 6A-NCSSH，说明 6A-NCS 较 6A-NCSSH 二
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级结构更加简单，链内互补配对的概率较低。 
根据计算得到的每个碱基的反应性解析

6A-NCSSH 的结构(图 2A)，6A-NCSSH 前 3 个

碱基发生了碱基互补配对，后 3 个核苷酸处于单

链状态。自第 6 个核苷酸之后，ρ值开始下降，

平均仅为 0.3，存在碱基互补配对现象。8−42 nt
区域内，核苷酸反应性先降后升，该区域形成了

一个茎长为 6 nt、环为 21 nt 的二级结构，而

30−37 nt 区域内的 SD 序列位于该二级结构的环

上。6A-NCSSH 的 NCS 区域(46−84 nt)的核苷酸

反应性普遍较低，平均水平在 0.25 之下，说明

该区域内碱基互补配对的概率较高，二级结构较

复杂；53 nt 附近 NCS 与 TSS 发生了碱基互补配

对，在 58−79 nt 内形成了茎长为 8 nt、环为 6 nt
的二级结构。对这一设计的 SHAPE-seq 分析结

果表明该二级结构与预测的结构较一致。 
6A-NCS 的 1−42 nt 区域(TSS 以及 SD 序列)

内核苷酸反应性大多数都在 2 以上(图 2B)，结 
 

 
 

图 2  不同 NCS 序列的各碱基核苷酸反应性分析以及根据各碱基反应性进行的结构模拟分析 
Figure 2  Nucleotide reactivity analysis and structure simulation of different NCS sequences based on the 
results of nucleotide reactivity. A: Nucleotide reactivity and structural simulation of NCS forming secondary 
structure. B: Nucleotide reactivity and structure simulation of unstructured NCS. 
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构模拟表明该区域形成了茎长为 8 nt、环为 21 nt
的二级结构，mRNA 起始区域未发生碱基互补

配对，SD 序列暴露在二级结构的环上。其 NCS
区域(46−84 nt)的核苷酸反应性都在 0.5 以上，该

区域绝大多数碱基未发生碱基互补配对，仅在

76−88 nt 形成了茎长为 4 nt、环为 4 nt 的二级结

构。结果表明设计的 NCS 以非结构化(线性化)
的形式稳定存在于胞内。 

对 6A-NCS 以及 6A-NCSSH 调控的 GFP 的

荧光强度以及 mRNA 水平进行定量分析，结果

如图 3 所示，较未插入人工设计的 NCS 的组别

(WT)相比，结构化的 NCS (6A-NCSSH)和非结

构化的 NCS (6A-NCS)调控下，egfp 基因的

mRNA 丰度分别提高了 2.8 倍和 10 倍，而荧光

强度分别提高了 10 倍和 19 倍。研究结果显示，

虽然结构化和非结构化的 NCS 均能显著提高基

因表达，但非结构化的 NCS 对 mRNA 丰度和蛋

白 量 都 具 有 更 加 显 著 的 提 高 效 果 。 Espah 
Borujeni 等[5]研究表明，非结构化的 NCS 有利于

核糖体在翻译初期的沿 mRNA 链的顺利滑动，

而这些覆盖于 mRNA 上的核糖体发挥了保护

mRNA 抵抗水解的作用，因此表现为对 mRNA
丰度的显著提高。结果表明，避免 NCS 区域形

成复杂的二级结构，有利于提高目标基因的转录

水平以及翻译水平。这与 Allert 等[26]研究结果一

致，他们通过对原核生物基因组序列进行分析发

现，通常高蛋白产量的基因的 N 端通常具有高

AU 含量以及较高的自由能(较少的二级结构)。 
2.3  结构化的 TSS 区域提高 mRNA 丰度 

为了研究 TSS 结构对基因表达的影响，设计

了 3 种包含相同 SD 序列，但二级结构茎长与环大

小不同的 TSS，具体如下，(1) S18L4：茎长为 18 nt、
环为 4 nt 的二级结构，自由能为−43.30 kcal/mol；
(2) S10L10：茎长为 10 nt、环为 10 nt，自由能

为−27.60 kcal/mol；(3) S10L4：茎长为 10 nt、环

为 4 nt 的二级结构，自由能为−29.60 kcal/mol。 

 
 
图 3  不同结构的 NCS 调控下 mRNA 丰度和蛋白

表达量分析 
Figure 3  Analysis of mRNA abundance and protein 
expression under the regulation of NCS with 
different structures. 
 

对 3 种 TSS 序列的核苷酸反应性分析发现，

其 mRNA 起始区域内核苷酸反应性都较高(图
4)，但是随着 mRNA 的延伸，S10L4 的核苷酸

反应性逐渐降低，趋近于 0。虽然 S10L4 自由能

不是 3 种设计中最低的，但其链内碱基互补配对

概率最高，有多个区域发生了碱基互补配对，二

级结构最复杂，结构化程度最高。如图 4C 所示，

主要的几个结构化区域为：33−57 nt 区域内形成

了茎长为 10 nt、环为 4 nt 的高稳定性的二级结

构；在 10−30 nt 形成了茎长为 6 nt、环为 4 nt 的
稳定性略差的二级结构；65 nt 附近的 SD 序列被

包裹形成二级结构。 
S18L4在 1−30 nt区域的核苷酸反应性较高

(图 4A)，平均在 10，说明该区域大部分碱基都

未发生碱基配对，仅有 3 个碱基发生了配对。

在 30−75 nt 区域内，存在一个高稳定性局部的

二级结构，表现为反应性均低于 0.5，形成了茎

长为 18 nt、环为 4 nt 的二级结构，其 SD 序列

(80−96 nt)具有较低反应性，形成了较稳定的碱

基互补配对。 
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图 4  不同 TSS 序列各碱基的核苷酸反应性分析以及根据各反应性的结构模拟 
Figure 4  Nucleotide reactivity analysis and structure simulation of each base of different TSS sequences 
based on the result of the nucleotide reactivity. A: Nucleotide reactivity and structure simulation of TSS with 
stem length of 18 nt and ring length of 4 nt. B: Nucleotide reactivity and structure simulation of TSS with stem 
length of 10 nt and ring length of 10 nt. C: Nucleotide reactivity and structure simulation of TSS with stem 
length of 10 nt and ring length of 4 nt. 
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对 S10L10 的核苷酸反应性分析发现 (图
4B)，在其 TSS 前 30 nt 区域内反应性较高，平

均在 3，在 13−29 nt 形成了茎长 4 nt、环为 8 nt
的二级结构，但由于核苷酸反应性较高，所以该

二级结构稳定性较低，形成概率较小。在 34−63 nt
区域内，形成了茎长为 11 nt、环为 7 nt 的二级

结构，该二级结构与预测结果并不完全符合，而且

二级结构的茎中包含未发生配对的单独碱基。这一

设计中 SD 序列所在区域未发生碱基互补配对。 
以上二级结构结果表明，mRNA 在细胞内

的复杂环境状况下形成的二级结构更加复杂，存

在自由能无法预测到的小范围结构。 
对 S18L6、S10L10 以及 S10L4 调控下的荧

光强度与 mRNA 丰度进行定量分析，结果如图

5 所示，S10L10 与 SD 序列(WT)相比，在其调

控下 egfp 基因的 mRNA 丰度提高了 1.8 倍，荧

光强度提高 2.9 倍。SHAPE-seq 结果表明，设计

形成了茎长 11 nt、环 7 nt 的二级结构，这一结

构有利于基因表达，但具有茎长为 18 nt 的

S18L6 调控下的 egfp 基因的 mRNA 丰度反而不

利于提高 egfp 基因的 mRNA 丰度，荧光强度虽

有提高，但提高幅度不大(46%)。说明进一步增

加茎长，不利于基因表达，尤其会使 mRNA 丰

度降低。Zhang 等研究报道，当胞内二级结构茎

长过长时，会更加容易遭到 RNase III 的靶向降

解[6]，当茎长超过 16 nt 时，RNase III 对这一结

构的靶向切割效率可以超过 80%[27]。这一机制

可以解释 mRNA 丰度的显著降低，另外，需要

注意的是，SHAPE-seq 结果表明其 SD 序列发生

了碱基互补配对，有可能被二级结构裹挟其中，

核糖体需要耗费更大的能量才能与其结合，这也

有可能进一步造成了翻译起始效率低的问题[28]。

两方面共同造成了这一设计调控下基因表达效

果较差。 
SHAPE-seq 结果表明，S10L4 具有更加复杂

的结构，其调控的 egfp 基因的 mRNA 丰度和  
荧光强度相较于无 TSS 组(WT)提高了 3.7 倍和

2.6 倍。S10L4 调控的 mRNA 丰度比 S10L10 调

控的提高了 68%，但荧光强度与 S10L10 相比有

一定降低。一方面原因可能是 S10L4 TSS 区域

的二级结构更加复杂，可以使 mRNA 更加稳定，

mRNA 抵抗水解能力更强；另一方面，由于其

SD 序列与其他区域发生了碱基互补配对，从而

导致翻译起始效率大大降低，使蛋白表达水平与

mRNA 丰度提高不成正比[29]。 

2.4  优化组合各功能区域的 5′mRNA 促进

目的基因表达 
为了分析 TSS 和 NCS 之间是否存在二级结

构的交互影响，以及是否会对基因表达产生串扰

效应，选择了两个较优的 TSS (S10L10 与 S10L4)
的序列分别与上述优化得到的非结构化的 NCS
进 行 连 接 ， 解 析 其 构 效 关 系 ， 经 预 测

S10L4-6-NCS 的自由能为 −28.00 kcal/mol ，
S10L10-6-NCS 的自由能为−29.90 kcal/mol。经

过核苷酸反应性分析发现(图 6)，在 TSS 前 30 nt
区域内，S10L4-6-NCS 的大多数核苷酸反应性都

在 1 以下，而 S10L10-6-NCS 的核苷酸反应性平 
 

 
 

图 5  不同结构的 TSS 调控下 mRNA 丰度和蛋白

表达量分析 
Figure 5  Analysis of mRNA abundance and protein 
expression under TSS regulation of different 
structures. 
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图 6  较优的 TSS 与 NCS 组合的 5′mRNA 序列核苷酸反应性分析以及根据各碱基反应性的结构模拟

分析 
Figure 6  Nucleotide reactivity analysis and structural simulation of the combination of optimal TSS and NCS 
based on the nucleotide reactivity. A: Nucleotide reactivity and structural simulation of the combination of a  
10 nt stem, a 10 nt loop TSS, and an unstructured NCS. B: Nucleotide reactivity and structural simulation of the 
combination of a 10 nt stem, a 4 nt loop TSS, and an unstructured NCS. 
 
 

均介于 1−2，说明在起始区域，S10L4-6-NCS 的

二级结构仍然较为复杂，经过结构模拟发现，在

10 nt 附近，S10L4-6-NCS 的 TSS 区域与 SD 序

列以及起始密码子发生了碱基互补配对，而

S10L10-6-NCS 的 TSS 仅与 SD 序列末端发生了

碱 基 互 补 配 对 。 在 10−70 nt 区 域 内 ，

S10L10-6-NCS 形成了与预测结果一致的茎长为

10 nt、环为 10 nt 的二级结构，并且在 10−30 nt，
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形成了茎长为 4 nt、环为 9 nt 的稳定性较差、形

成概率较低的二级结构，而 S10L4-6-NCS 在

30-60 nt 区域内形成了茎长为 10 nt、环为 4 nt
的二级结构，同时在 10−30 nt 内形成了稳定性

较高、形成概率较高的茎长为 6 nt、环为 4 nt 的
二级结构。在 80−130 nt 区域内，两种设计的

NCS 大部分均处于单链状态，但 S10L4-6-NCS
在 110−120 nt 附近，形成了茎长为 4 nt、环为 4 nt
的二级结构。上述结果说明，不同区域之间存在

明显的串扰效应，因此非常有必要考虑基因背景

的因素，尽量大范围研究 mRNA 水平各元件或

功能区的调控机制和效果。 
对 S10L10-6-NCS、S10L4-6-NCS 调控下的

荧光强度与 mRNA 丰度进行测定，结果如图 7
所示，相比于对照 WT 组，S10L4-6-NCS 和

S10L10-6-NCS 调控下 mRNA 丰度分别提高了

50 倍和 36 倍，而它们调控下荧光强度分别提高

了 38 倍和 58 倍。两种组合都对基因表达有显著

的促进作用，但 S10L4-6-NCS 对 mRNA 丰度的提

高更明显，而 S10L10-6-NCS 对蛋白量提高更明

显。结合 SHAPE-seq 结果，认为 S10L4-6-NCS 的

NCS 区域在一定概率上，存在一个局部二级结

构，并且其 SD 序列与 TSS 也发生了碱基互补配

对。这两个区域的二级结构可能在一定程度上阻

碍了核糖体与 mRNA 结合，从而导致翻译延伸

速率受到阻滞[5]，但是这些二级结构非常有利于

mRNA 抵抗水解，提高 mRNA 稳定性，从而提

高 mRNA 丰度。 
综上所述，上述两个较优 TSS 和 NCS 的组

合显著提高了基因表达，虽然在提高 mRNA 和

蛋白量方面存在具体量比上的差异，但是通过结

构分析和表达活性的分析，综合认为具有较优的

表达的作用。同时，条件允许的情况下，尽量避

免 SD 序列与 NCS 形成二级结构是 5′mRNA 改

造中应遵循的重要依据[30]。 

 
 

图 7  不同 TSS和 NCS组合调控下 mRNA 丰度和

蛋白表达量分析 
Figure 7  Analysis of mRNA abundance and protein 
expression under different combinations of TSS and 
NCS. 

3  讨论与结论 
原核生物的基因表达受制于 mRNA 的半衰

期，而常见的基因表达调控元件不能提高 mRNA
抗水解的能力，目前许多研究发现 mRNA 本身

存在多个功能区域可以影响其抗水解的能力以

及翻译效率，Zhang 等[6]将 TSS 设计形成二级结

构从而开发了一种调节 RNA 降解的 RNA 模块

库(dtRNAs)，将其用于增加体内或体外的转录稳

定性，而不影响翻译起始效率，因此 TSS 的二

级结构可以提高其抗水解能力。Tian 等[30]通过

对 96 个合理选择的 NCS 进行系统分析发现，这

些 NCS 的调控水平表现出 4 个数量级差异，然

后将人工合成的以及天然的 NCS 用于 N-乙酰神

经氨酸(NeuAc)生物合成途径中，发现 NeuAc 产

量与野生型相比提高了 3.21 倍，而 Espah 
borujeni 等[5]通过核糖体印迹发现，当 NCS 形成

二级结构时会导致其调控的 mRNA 丰度下降，

以及核糖体与 mRNA 的结合力降低，因此推测
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NCS 形成二级结构不利于目的基因的表达。Sun
等[31]通过使用中等强度且富含 A、U 碱基的 RBS
来调控 3-酮类固醇-9α-羟化酶(KshA、KshB)相关

基因的过表达，9α-羟基雄甾 -4-烯 -3,17-二酮

(9-OHAD)的产量得到显著增加。上述研究表明

了各功能区可以通过改变自身的特征来改变其调

控水平，但多数设计均利用最小自由能进行模拟，

不能代表其在胞内的真实结构，并且未探讨多个

区域之间是否会形成跨区域的二级结构，因此导

致各功能区组合后的调控效果不明确等问题。 
本研究采用了 SHAPE-seq 技术，该技术将

化学探针与高通量测序技术相结合，通过对典型

的 5′mRNA 区域进行结构解析，结合 mRNA 丰

度和蛋白表达量的分析，研究了 TSS、SD 序列、

NCS各自以及串扰效应特征对基因表达的影响，

三者之间是否会存在结构串扰关系。结果表明具

有较高自由能、非结构化的 NCS 核苷酸反应性

较高，形成二级结构的概率较小，更加有利于提

高目的基因的 mRNA 丰度以及蛋白表达水平，

这有可能是当 NCS 形成二级结构时会导致核糖

体与 mRNA 的结合能力减弱，不利于核糖体沿

mRNA 的滑动，从而导致其翻译效率降低[5]。改

变 TSS 序列可以有效控制该区域形成的结构特

征，从而对转录后水平产生 2−3 倍的变化，这一

区域形成结构越复杂越有利于提高 mRNA 丰

度，然而过长的茎环结构会使 mRNA 更容易降

解(mRNA 丰度下降 30%)，可能是由于这种过长

的茎会更加容易被核酸降解酶(RNase III)靶向

识别[6,32]；另外，SD 序列被二级结构裹挟其中

时会影响其介导的翻译起始 (蛋白表达下降

10%)。研究中也发现跨区域之间存在形成二级

结构的情况，当 SD 序列或者 NCS 被 TSS 包裹

形成二级结构时，会导致翻译效率的降低，这是

不同区域调控效果存在串扰的重要原因之一。组

合二级结构茎长适中的 TSS 以及非结构化的

NCS，其调控下 mRNA 丰度和蛋白量显著提高

(11 倍、60 倍)。本研究获得的调控性能较优的

5′mRNA 序列为工业微生物目标基因表达提供

了调控元件，研究解析的各区域的构效关系为人

工基因回路的构建提供了设计依据。同时本研究

采用 SHAPE-seq 技术检测的 mRNA 结构和传统

的自由能预测的二级结构结果存在差异，为建立

构效关系提供了更精准的信息，是 RNA 二级结

构分析的有效方法。然而，需要指出的是，本研

究虽然突破了领域内采用基于自由能预测的方

法分析二级结构，在一定程度上为解决了 mRNA
结构信息匮乏的问题提供了先例，但是这一方法

通量较低，分析工具较少，对实验操作和数据分

析要求较高，后续可以开发在测序环节添加样品

barcode，再结合 SHAPE-seq 高通量测序，实现

快速获得大规模序列的二级结构解析的目标，更

加全面地采集结构信息，建立更加完善的

5′mRNA 构效关系。 
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